Determination of tylosin residues in animal tissues by HPLCPDA. by TSIGOURI (Α.Δ. ΤΣΙΓΟΥΡΗ), A. D. et al.
   
   




















GOUTA (E.H. ΓΟΥΤΑ) E. European Union National
Reference Laboratory
(Residue Analysis
Laboratory) Institute of Food





  Copyright © 2018 AD TSIGOURI, AE
TYRPENOU, EH GOUTA 
   
  
   
To cite this article:
TSIGOURI (Α.Δ. ΤΣΙΓΟΥΡΗ), A., TYRPENOU (Α.Ε. ΤΥΡΠΕΝΟΥ), A., & GOUTA (E.H. ΓΟΥΤΑ), E. (2018).
Determination of tylosin residues in animal tissues by HPLCPDA.. Journal of the Hellenic Veterinary Medical Society,
49(4), 294-299. doi:https://doi.org/10.12681/jhvms.15783
http://epublishing.ekt.gr | e-Publisher: EKT | Downloaded at 21/02/2020 05:16:44 |
ΔΕΛΤΙΟΝ ΕΛΛ. ΚΤΗΝ. ΕΤΑΙΡΕΙΑΣ 1998, 49(4): 294-299 
Προσδιορισμός καταλοίπων τυλοσίνης σε μυς και νεφρούς με υγροχρωμα-
τογραφία υψηλής απόδοσης 
Α.Δ. Τσιγουρή1, Α.Ε. Τυρπένου1, E.H. Γοΰτα2 
ΠΕΡΙΛΗΨΗ. Η τυλοσίνη (αντιβιοτικό που ανήκει στα μα-
κρολίδια) χρησιμοποιείται ευρέως, και θεραπευτικώς, αλλά 
και ως προσθετικό ζωοτροφών για την αύξηση των αποδό­
σεων των παραγωγικών ζώων. Τα ανώτατα επιτρεπτά όρια 
καταλοίπων τυλοσίνης στους μυς, το ήπαρ και τους νεφρούς 
βοοειδών, χοίρων και πτηνών είναι 100 μί*/1^ [Κανονισμός 
(ΕΟΚ) 1442/95]. Για τον προσδιορισμό των καταλοίπων τυ­
λοσίνης στους μυς και τους νεφρούς εφαρμόσθηκε, με μι­
κρές τροποποιήσεις, η μέθοδος των Chan και συν. (1994), η 
οποία αποδείχθηκε ότι είναι απλή, γρήγορη και ακριβής. Η 
εκχύλιση του δείγματος γίνεται με ακετονιτρίλιο και φω­
σφορικό ρυθμιστικό διάλυμα (pH 2,5) και ο καθαρισμός του 
εκχυλίσματος με εκχύλιση στερεάς φάσης σε μικροστήλη 
Bond Elut C18. Η τυλοσίνη εκλούεται με Ο,ΙΜ διάλυμα οξι­
κού αμμωνίου σε μεθανόλη. Ο προσδιορισμός επιτυγχάνε­
ται με RP-HPLC και UV ανίχνευση στα 287 nm. Ο χρωμα-
τογραφικός διαχωρισμός πραγματοποιείται σε στήλη 
Symmetry C18 (150 x 3,9 mm, 5μ) και με κινητή φάση το 
μίγμα: Ο,ΙΜ διάλυμα μυρμηκικού αμμωνίου (pH 5,0) / ακε­
τονιτρίλιο (70/30) σε ροή 0,8 ml/min. Τα δείγματα επιβεβαι­
ώνονται εύκολα με σύγκριση των φασμάτων των ύποπτων 
κορυφών με το φάσμα της κορυφής της πρότυπης ουσίας. 
Η ανάκτηση της μεθόδου είναι 86,70 ±0,95%, για δείγματα 
επιβαρυμένα με 40-500 μ^/kg και το όριο ποσοτικού προσ­
διορισμού είναι 40 μ%/Κ%. 
Λέξεις ευρετηρίασης: κατάλοιπα, τυλοσίνη, μακρολίδια, α­
ντιβιοτικά, υγροχρ(οματογραφία. 
ABSTRACT. Tsigouri A.D., Tyrpenou A.E., Gouto E.H. 
Determination of tylosin residues in animal tissues by HPLC-
PDA. Bulletin of the Hellenic Veterinary Medical Society 1998, 
49(4):294-299. Tylosin belongs to the group of macrolide 
antibiotics and is widely used both therapeutically against 
Gram-positive microorganisms and Mycoplasma spp. and as 
a feed additive for growth promotion. In the European 
Union, according to Regulation 1442/95, tylosin residues of 
up to 100 μg/kg are permitted in the edible tissues of 
slaughter animals. For the determination of tylosin residues 
in meat and kidney samples a modification of the method of 
Chan et al. (1994) has been applied. The method is simple, 
rapid and accurate. Tylosin extraction is carried out with 
acetonitrile combined with phosphate buffer (pH 2.5) and 
extract eleanup is performed using BondElut C18 s.p. 
cartridges. Tylosin is luted with 0.1 M ammonium acetate in 
methanol. The determination is accomplished by RP-HPLC 
with UV detection at 287 nm. The LC separation is carried 
out on a Symmetry C18 column (150x3.9 mm, 5μ) using a 
mobile phase of 0.1M ammonium formate (pH 5.0) / 
acetonitrile (70/30) at a flow rate of 0.8 ml/min. Positive 
results are easily confirmed by spectra comparison. The 
recovery achieved was 86.70±0.95% and the limit of 
determination 40 μg/kg. Diluted standards and sample 
extracts are stable for 3 weeks if kept at -20 °C. 
Keywords: residues, tylosin, macrolides, antibiotics, liquid 
chromatography. 
ΕΙΣΑΓΩΓΗ 
Η τυλοσίνη, αντιβιοτικό που ανήκει στα μακρολίδια, 
έχει ισχυρή αντιμικροβιακή δράση κυρίως κατά των μυ-
κοπλασμάτων. Το αντιμικροβιακό της φάσμα όμως επε­
κτείνεται και στους μικροοργανισμούς: Streptococcus, 
Bacillus, Clostridium, Staphylococcus, Vibrio, Erysipelothrix, 
Spirochaetes, Fusiformis, Pasteurella και Chlamydia. Χορη­
γείται ευρέως σε μηρυκαστικά, χοίρους και πτηνά, τόσο 
θεραπευτικούς όσο και για προληπτικούς λόγους
1
. 
Η ευρωπαϊκή ένωση έχει θεσπίσει τα 100 μ^ τυλοσίνης 
ανά kg ιστού ως ανώτατο επιτρεπτό όριο καταλοίπων της 
ουσίας στους μυς, το ήπαρ και τους νεφρούς των βοοει-
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Εικόνα 1. Χημική δομή τωντυλοσινών 
δών, χοίρων HCtt πτηνο)ν:. Στις ΗΠΑ και τον Καναδά α­
ντίστοιχο όριο αποτελούν τα 200 ug/kg ιστού. Αντίθετα, 
στην Ιαπωνία υπάρχει μηδενική ανοχή στα αντιβιοτικά για 
όλα τα τρόφιμα4, Σύμφωνα με το εθνικό πρόγραμμα έλεγ­
χου καταλοίπων της χώρας μας, ορισμένο ποσοστό των 
κατ' έτος σφαζόμενων ζωών ελέγχεται ως προς την πα­
ρουσία αντί μικροβιακών ουσιών στους μυς και τους νε-
φρσύς με τη μικροβιολογική μέθοδο τον 4 τρυβλίων 
(FPT)\ Δείγματα που εμφανίζουν ζώνη ανάσχεσης >2 
mm çrta τρυβλία με τον Micrococcus Intens ATCC 9341 pH 
cS.O θεωρούνται ύποπτα για μακρολίοια, τον οποίων η πα­
ρουσία και η συγκέντρωση θα πρέπει να επιβεβαιωθεί με 
χημική μέθοδο. Σκοπός της παρούσας εργασίας ήταν η τυ­
ποποίηση μιας αξιόπιστης υγροχρωματογραφικής μεθό­
δου κατάλληλης για τον ποσοτικό προσδιορισμό καταλοί­
πων τυλοσίνης στους μυς και τους νεφρούς, 
Η τυλοσίνη είναι προϊόν ζυμώσεως στελεχών στρε-
πτομυκήτων. Αποτελείται από ένα Ιόμελή κυκλικό δακτύ­
λιο λακτόνης (μακρολίοιο). όπου ενώνονται με γλυκοσι-
δικούς δεσμούς η αμινογλυκοσίδη μυκαμινόζη και τα ου­
δέτερα σάκχαρα μυκινόζη και μυκαρόζη. Κατά τη ζύμω­
ση, εκτός από το κύριο προϊόν, την τυλοσίνη Α (ΤΑ), πα­
ράγονται και οι ουσίες: τυλοσίνη Β ή δεσμυκοσίνη (ΤΒ). 
τυλοσίνη C ή μακροκίνη (TC), τυλοσίνΐ] D ι] ρελομυκίνη 
(TD) και δεμυκινοσυλτυλοσίνη (DMT). ÌÌ χημική δομή των 
οποίων φαίνεται στην εικόνα J. Έχει όμως βρεθεί' ότι η 
τυλοσίνη Α αντιπροσωπεύει το 80-90* Ι του συνόλου τυλο­
σίνης που υπάρχει στα εμπορικά σκευάσματα. Επιπλέον, 
μολονότι η τυλοσίνη μεταβολίζεται, κανείς από τους με­
ταβολίτες δεν βρίσκεται στους ιστούς σε μεγαλύτερη συ­
γκέντρωση από ό,τι ϊ] αρχική ουσία . Ως εκ τούτου, ο έ­
λεγχος καταλοίπων του αντιβιοτικού είναι δυνατόν να γί­
νει με τον έλεγχο της κυρίας ουσίας, της τυλοσίνης Α\ Σχε­
τικώς με την κατανομή της στους ιστούς είναι γνωστόν, ότι 
τα μακρολίοια εμφανίζουν υψηλές συγκεντρώσεις στους 
ιστούς που έχουν pH χαμηλότερο από αυτό του πλάσμα­
τος. Ένα ιδιαίτερο χαρακτηριστικό των μακρολιδίων εί­
ναι η εμφάνιση υψηλών συγκεντρώσεων στους πνεύμο­
νες'. Ειδικότερα για την τυλοσίνη ο ιστός - στόχος εξαρ­
τάται από τη μέθοδο χορήγησης. Όταν χορηγείται παρε­
ντερικά, οι μεγαλύτερες συγκεντρώσεις βρίσκονται στους 
νεφρούς. Αντίθετος, όταν χορηγείται από το στόμα, το ή­
παρ περιέχει τις μεγαλύτερες συγκεντρώσεις9. 
Για τον ποσοτικό προσδιορισμό καταλοίπων αντιβιοτι­
κών στους ιστούς η τεχνική επιλογής είναι ÌÌ υγροχρωμα-
τογραφία υψηλής απόδοσης. Για τον προσδιορισμό της τυ­
λοσίνης ανιχνευτής επιλογής είναι ο φασματοφωτομετρι-
κός. καθόσον η ουσία εμφανίζει ισχυρή απορρόφηση στο 
υπεριώδες και κατ' αυτόν τον τρόπο εξασφαλίζεται η ευ­
αισθησία της ανίχνευσης. Στο εργαστήριο μας εφαρμόσα­
με τη μέθοδο των Chan και συν/ με μικρές τροποποιήσεις. 
ΥΛΙΚΟ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΣ 
Υλικό 
Οι διαλύτες που χρησιμοποιήθηκαν (νερό, μεθανόλη, 
ακετονιτρίλιο, τρις θοροξικό οξύ) ήσαν υψηλής καθαρό­
τητας, κατάλληλοι για χρήση στην υγροχρωματογρα^ ία υ­
ψηλής απόδοσης (HPLC grade) του οίχον Merck, και τα 
υπόλοιπα αντιδραστήρια (μυρμηκικό αμμώνιο, οξικό αμ­
μώνιο, φωσφορικό κάλιο, φωσφορικό οξύ) ήσαν του ίδι­
ου οίκου, αλλά αναλυτικής καθαρότητας. Ως πρότυπη ου­
σία χρησιμοποιήθηκε ταρταρική τυλοσίνη (Sigma). Πα­
ρασκευαζόταν μητρικό διάλυμα τυλοσίνης ( 1000 μ^ιηΐ) σε 
μεθανόλη και από αυτό παρασκευάζονταν διαλύματα ερ-
ΔΕΛΤΙΟΝ ΕΛΛ. ΚΤΗΝ. ΕΤΑΙΡΕΙΑΣ 1998, 4^(4) 
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5g ομοιογενοποιημένου ιστού 
+ 10mlCH3CN 
ϊ 
Υδατόλουτρο υπερήχων xlü min 
Φυγόκεντρη ση 2ÜÜ0 rpm χ 5 min 
Παραλαβή υπερκειμένου 
ι 
Επανάληψη εκχύλισης με: 
5 ml CH3CN + 5 ml 0,1 Μ KH,P0 4 (pH 2.5) 
1 
ν 
Διήθηση εκχυλισμάτιον και προσθήκη 80 ml DW 
Ι 
Εκχύλιση στερεάς φάσης C ] s (500 mg Varian) 
1. Ενεργοποίηση: 10 ml CH3OH 
lOmlDW 
2. Δείγμα 
3. Πλύσιμο με 20 ml DW 
4. Στέγνωμα στήλης 
5. Έκλουση: 2x750 μΐ 0,1 Μ CH3COONH4 σε CH3OH 
ι 
Διήθηση (0,45 μπι) 
Εξάτμιση σε 100 μΐ 
Συμπλήρωση σε 200 μΐ με CH-OH 
ι 
5 μΐ έγχυση HPLC - PDA (287 nm) 
Εικόνα 2. Σχηματική παράσταση της μεθόδου 
γασίας συγκεντρώσεων 0,6, 1, 2, 5, 7, 10,15 και 20 μ^πιΐ 
ομοίως σε μεθανόλη. Τα διαλύματα εργασίας συντηρού­
μενα στους -20 °C ήσαν σταθερά για 3 εβδομάδες. 
Για την εφαρμογή της μεθόδου χρησιμοποιήθηκε υ-
γροχρωματογράφος με φασματοφωτο μετρικό ανιχνευτή 
πολλαπλο>ν φωτοδιόδων (Waters), συσκευή εκχύλισης 
στερεάς φάσης (Waters), φυγόκεντρος, πεχάμετρο ακρί­
βειας 0,01, ανάμικτης (Vortex), μονάδα συμπύκνωσης με 
θερμαινόμενες υποδοχές και παροχή Ν 2 (Pierce), μικρο-
στήλες εκχύλισης στερεάς φάσης BondElut C18 (500 mg, 6 
ml, Varian), προστήλη C 8 Hypersil (30x4,6 mm, 5 μ), ανα­
λυτική στήλη Symmetry C 1 8 (150x3,9 mm, 5 μ. Waters), 
προφίλτρα γυάλινων μικροϊνιδίων πόρων 2 μιη (Millipore 
ΑΡ20) και φίλτρα πόρων 0,45 μιη (Millipore 
SJHVL04NS). 
Μέθοδος 
Η μεθοδολογία που ακολουθήθηκε παρουσιάζεται σχη­
ματικά στην εικόνα 2. Τα δείγματα αποψύχονταν, τεμαχί­
ζονταν και ομοιογενοποιούνταν. Ποσότητα 5 g ζυγιζόταν 
σε φυγοκεντρικούς σωλήνες από πολυπροπυλένιο (χωρη­
τικότητας 50 ml) και προσθέτονταν 10 ml ακετονιτρίλίου. 
Οι σωλήνες πωματίζονταν, ανακινούνταν μηχανικά σε 
vortex για 5 λεπτά και παρέμεναν σε υδατόλουτρο υπερή­
χων για 10 λεπτά. Ακολουθούσε φυγοκέντρηση (900 g x 5 
λεπτά) και το υπερκείμενο μεταφερόταν σε ποτήρι ζέσεως. 
Η δεύτερη εκχύλιση του δείγματος γινόταν με προσθήκη 5 
ml ρυθμιστικού διαλύματος φωσφορικού καλίου (0,1 Μ, 
pH 2,5) και 5 ml ακετονιτρίλίου. Οι σωλήνες ανακινούνταν 
εκ νέου μηχανικά, παρέμεναν σε υδατόλουτρο υπερήχων 
και φυγοκεντρούνταν. Το υπερκείμενο προσθετόταν στο 
πραπο εκχύλισμα που υπήρχε στο ποτήρι ζέσεως και το σύ­
νολο των εκχυλισμάτων διηθούνταν δια μέσου φίλτρου γυά-
λινων μικροϊνιδίων πόροον 2 μιη. Ακολουθούσε εκχύλιση 
στερεάς φάσεως σε μικροστήλη BondElut C 1 8 , η οποία είχε 
ενεργοποιηθεί με διαδοχικό πέρασμα 10 ml μεθανόλη ς και 
10 ml νερού. Το δείγμα, στο οποίο είχαν προστεθεί 80 ml 
νερού για αύξηση της πολικότητας και υποβοήθηση της κα­
τακράτησης της ουσίας στο C 1 8 , περνούσε από τη στήλη με 
ροή 4 ml/min. Στη συνέχεια η στήλη πλενόταν με 20 ml νε­
ρού και στέγνωνε επί 10 λεπτά με άντληση αέρα σε αντλία 
κενού. Η έκλουση γινόταν με 2x750 μΐ διαλύματος οξικού 
αμμωνίου (0,1 Μ) σε μεθανόλη. Το έκλουσμα διηθούνταν 
δια μέσου φίλτρων με πόρους 0,45 μιτι και στέγνωνε στους 
45 ° C με τη βοήθεια Ν 2 μέχρι τελικού όγκου περίπου 100 μΐ. 
Ο όγκος συμπληρωνόταν στα 200 μΐ με μεθανόλη και πο­
σότητα 5 μΐ εγχεόταν στον υγροχροοματογράφο. Τα προς 
χρωματογράφηση εκχυλίσματα είναι σταθερά για εβδο­
μάδες συντηρούμενα στους -20° C. 
Ο χρωματογραφικός διαχ(υρισμός γινόταν σε στήλη 
Symmetry C 1 8 (150x3,9 mm, 5 μ) και με κινητή φάση το μίγ­
μα: 0,1 Μ διάλυμα μυρμηκικού αμμωνίου (pH 5,0 ρυθμι­
σμένο με τριφθοροξικό οξύ) / ακετονιτρίλιο (70/30), σε ροή 
0,8 ml/min. Η ανίχνευση γινόταν στα 287 nm (εικόνα 3). Η 
επιβεβαίωση των ύποπτοον κορυφών γινόταν με σύγκριση 
των φασμάτων τους με το φάσμα της πρότυπης ουσίας (ει­
κόνα 4). Ο ποσοτικός προσδιορισμός επιτυγχανόταν με τη 
βοήθεια καμπύλης αναφοράς. Για την κατασκευή της κα­
μπύλης εγχέονταν και χρωματογραφούνταν διαδοχικά πο­
σότητες τυλοσίνης 3,5,15,25,35,50,75 και 100 ng σε όγκο 
έγχυσης 5 μΐ, Η σχέση των εμβαδών των κορυφών και των 
εγχεόμενων ποσοτήτων τυλοσίνης επιβεβαιώθηκε ότι ήταν 
γραμμική και εκφράζεται από την εξίσωση παλινδρόμη­
σης y = 0,0000131 +0,0000216x, όπου y παρίστατο εμβα­
δόν της κορυφής σε AU*min και χ την ποσότητα της ουσίας 
σε ng σε 5μ1 εγχεόμενου όγκου (εικόνα 5). 
ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ - ΣΥΖΗΤΗΣΗ 
Η τυλοσίνη, όπως και τα άλλα μακρολίδια, είναι ασθε­
νούς βασική και ισχυρώς λιπόφιλη ουσία. Η εκχύλιση της ε­
πιτυγχάνεται με οργανικό διαλύτη σε pH όπου η ουσία δεν 
είναι ιονισμένη. Διαπιστώθηκε ότι η τυλοσίνη εκχυλίζεται 
αρκετά καλά από τους μυς με ακετονιτρίλιο και μόνον, αλ­
λά για την εκχύλιση της από τους νεφρούς απαιτείται χα­
μηλότερο pH. Με τη διπλή εκχύλιση με ακετονιτρίλιο και 
ΔΕΛΤΙΟΝ ΕΛΛ. ΚΤΗΝ. ΕΤΑΙΡΕΙΑΣ 1998, 49(4) 
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Εικόνα 3. Χρωματογραφήματα (α) εκχυλίσματος νεφρού μη επιβαρυμε'νου, (β) εκχυλίσματος νεφρού επιβαρυμε'νου με 100 μg/kg ( = 12,5 
ng/5 μΐ), (γ) & (στ) διαλύματος πρότυπης ουσίας (10 ng/5 μΐ), (δ) εκχυλίσματος μυών επιβαρυμένων με 50 μg/kg (= 6,25 ng/5 μΐ) και (ε) εκ­
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Εικόνα 4. Σύγκριση φάσματος ύποπτης κορυφής με το φάσμα της πρότυπης ουσίας. [—: φάσμα πρότυπης ουσίας (10 ng/5 μΐ), — : φά­
σμα κορυφής δείγματος μυών επιβαρυμένων με 50 μg/kg ( = 6,25 ng/5 μΐ)]. 
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Εικόνα 5. Καμπύλη αναφοράς της τυλοσίνης 
ακετονιτρίλιο / ρυθμιστικό διάλυμα (φωσφορικού καλίου 
pH 2,5) επιτυγχάνονται ικανοποιητικές ανακτήσεις και α­
πό τους μυς και από τους νεφρούς, χωρίς να επιβαρύνεται 
το εκχύλισμα με ανεπιθύμητες ουσίες. Ιδιαίτερης σημασίας 
είναι η προσθήκη 80 ml νερού στο δείγμα πριν από την εκ­
χύλιση του σε μικροστήλη C 1 8 διότι συγκεντρώσεις οργα­
νικού διαλύτη > 15% εμποδίζουν την προσρόφηση της τυ­
λοσίνης στο Cj8. Το γεγονός αυτό, που αναφέρεται στη βι­
βλιογραφία
10
, διαπιστώθηκε και στο εργαστήριο μας. 
Για το χρωματογραφικό διαχωρισμό δοκιμάστηκαν οι 
στήλες: Symmetry C18 (150x3,9 mm) 5 μ, Lichrocart C 8 
(244x4 mm) 5 μ και μΒοηαΒρ3ΐ<: C18 (300x3,9) 10 μ με κι­
νητή φάση μίγμα διαλύματος μυρμηκικού αμμωνίου και 
οργανικού διαλυτού. Οι δοκιμές στην κινητή φάση αφο­
ρούσαν στη μοριακότητα και το pH του διαλύματος του 
μυρμηκικού αμμωνίου, στην επιλογή του οργανικού δια­
λυτού, στην αναλογία του υδατικού διαλύματος και του 
διαλυτού, καθώς και στην ταχύτητα ροής. Οι καλύτερες 
συνθήκες (k' = 3,56) επιτεύχθησαν με τη χρησιμοποίηση 
της στήλης Symmetry C 1 8 και όταν κινητή φάση ήταν το 
μίγμα: 0,1 Μ διάλυμα μυρμηκικού αμμωνίου (pH 5,0 ρυθ­
μισμένο με τριφθοροξικό οξύ) / ακετονιτρίλιο (70/30), με 
ροή 0,8 ml/min. 
θ α πρέπει να επισημανθεί ότι τα υδατικά διαλύματα 
της τυλοσίνης θεωρούνται σταθερά σε pH 5,5 - 7,5, αλλά 
σε περισσότερο όξινες
4
 ή αλκαλικές" συνθήκες παρατη­
ρείται αποδόμηση της ουσίας. Η ήπια υδρόλυση της τυλο­
σίνης Α έχει ως αποτέλεσμα την παραγωγή τυλοσίνης Β (η 
οποία παρουσιάζει φυσικοχημικές και βιολογικές ιδιότη­
τες παρόμοιες με αυτές της τυλοσίνης Α) και του σακχά­
ρου μυκαρόζη. Η περαιτέρω όξινη υδρόλυση οδηγεί στην 
παραγωγή δύο επιπλέον σακχάρων και μιας αδρανούς ου­
σίας
4
. Επειδή κατά την επεξεργασία του δείγματος σύμ­
φωνα με τη μεθοδολογία μας η τυλοσίνη εκτίθεται σε όξι­
νο περιβάλλον, είναι επιβεβλημένο αυτή η επεξεργασία 
να γίνεται σε σύντομο χρονικό διάστημα. Επιπροσθέτως, 
πρέπει να ελέγχεται ότι δεν αποδομείται η τυλοσίνη Α 
προς τυλοσίνη Β μέσα στη χρωματογραφική στήλη. 
Για τον υπολογισμό της ακρίβειας της μεθόδου 16 συ­
νολικά δείγματα κρέατος και 16 ακόμη δείγματα νεφρού 
επιβαρύνθηκαν με τυλοσίνη σε 4 διαφορετικά επίπεδα συ­
γκέντρωσης και υποβλήθηκαν σε χημική ανάλυση. Τα α­
ποτελέσματα παρουσιάζονται στον πίνακα 1. Από τη στα­
τιστική ανάλυση των αποτελεσμάτων (ανάλυση της δια­
κύμανσης προς δύο κατευθύνσεις με επανάληψη) διαπι­
στώθηκε ότι η ανάκτηση της μεθόδου δεν διέφερε σημα-
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ντικά οΰτε μεταξύ των δειγμάτων κρέατος και των δειγ­
μάτων νεφρού (F = 0,80 < F
m v
 = 4,26), οΰτε μεταξύ των 
δειγμάτων που είχαν διαφορετική επιβάρυνση σε τυλοσί-
νη (F = 0,14 < F
m v
 = 3,01). Διαπιστώθηκε επίσης ότι υ­
πάρχει γραμμικότητα της σχέσης μεταξύ των συγκεντρώ­
σεων που βρέθηκαν (y) και των συγκεντρώσεων που 
πραγματικά υπήρχαν (χ) στα δείγματα. Η σχέση αυτή α­
ποδίδεται από την εξίσωση y = 1,2608 + 0,8670x (με r = 
0,996 και συντελεστή α που δεν διαφέρει σημαντικά από 
το μηδέν). Η γραμμικότητα της σχέσης επέτρεψε την εκτί­
μηση της μέσης ανάκτησης από την κλίση της γραμμής πα­
λινδρόμησης. Η ανάκτηση αυτή που εκφράζει και την α­
κρίβεια της μεθόδου ήταν 86,70 ± 0,95%. Το όριο ποσο­
τικού προσδιορισμού της μεθόδου βρέθηκε ότι ήταν 40 
μ^Κ^ υπολογιζόμενο σύμφωνα με το DFG 1 2 . 
Στα πλαίσια του Εθνικού Προγράμματος Ελέγχου Κα­
ταλοίπων του 1995, παραλάβαμε ένα μόνο δείγμα κρέα­
τος θετικό στη μικροβιολογική μέθοδο των 4 τρυβλίων για 
μακρολίδια. Το δείγμα αναλυόμενο με την υγροχρωματο-
γραφική μέθοδο βρέθηκε αρνητικό γιατυλοσίνη. 
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